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論 文 内 容 要 旨
第1章 序 論
ヵ イ コ(鋤mori)の 生 産 す る 絹 糸 の 主 成 分 で あ る フ ィ プ ロ イ
ン は、 約350kdの フ ィ プ ロ イ ンH鎖 と 約25kdの フ ィ プ ロ イ ンL鎖 が、
1:1の モ ル 比 で ジ ス ル フ ィ ド結 合 し た 構 造 を 有 し て い るわ 。H鎖 は
い わ ゆ る 繊 維 タ ン パ ク 質 で あ り、L鎖 は フ ィ プ ロ イ ン の 効 率 的 輸 送
と 分 泌 に 不 可 欠 で あ る と 考 え ら れ て い る2}。 フ ィ プ ロ イ ンH鎖 遺 伝
子 は 第25番 染 色 体 に3,、 フ ィ プ ロ イ ンL鎖 遺 伝 子 は 第14番 染 色
体 に と4,、 そ れ ぞ れ 異 な っ た 染 色 体 上 に 存 在 す る が 、 こ れ ら 両 遺 伝
子 の 発 現 は 後 部 絹 糸 腺 で 幼 虫 の 脱 皮 周 期 に お け る 令 期 に お い て 特 異
的 に 協 調 し て 行 わ れ て い る。
L鎖 のcDNAク ロ ー ンpFL18は フ ィ プ ロ イ ン を 正 常 に 生 産 す る カ イ
コ の 一 品 種J-139よ り 単 離 さ れ5)、 こ れ を 元 に フ ィ プ ロ イ ンL鎖 遺
伝 子 の コ ス ミ ド ク ロ ー ンpKYFL139-1及び 一2も得 ら れ た。 フ ィ プ ロ イ
ンL鎖 遺 伝 子 の 全 長 は 約13.4kbで、7個 の エ キ ソ ン と6個 の イ ン ト
ロ ン か ら な る こ と が 明 ら か と な っ た6」。
と こ ろ で 、 フ ィ プ ロ イ ン 生 産 能 に 異 常 が あ り、 フ ィ プ ロ イ ン の 分
泌 量 が 正 常 カ イ コ の0.3%以下 で あ り、 薄 い セ リ シ ン マ ユ を 作 るNd-s
とNd-s「1の2っ の 変 異 種 が 知 ら れ て い る。Nd-sは 自 然 突 然 変 異 体 と
し て ビ ル マ 種 の カ イ コ 中 よ り分 離 さ れ た7)。Nd-sDは 蒲 生 に よ一り ア
ル キ ル 化 剤(硫 酸 ジ エ チ ル)に よ り 人 工 的 に 誘 発 さ れ た と さ れ る 変
異 カ イ コ で あ る 脚。 遺 伝 学 的 解 析 か ら、 こ の 両 変 異 は 第14番 染 色
体 上 のL鎖 遺:伝子 と 同 じ か、 も し く は き わ め て 近 い 部 位 に 座 位 す る
こ と が 示 さ れ た9舶 。 ま た、Nd-sあ る い はHd-sD変 異 カ イ コ で は、
後 部 絹 糸 腺 細 胞 中 でH鎖 とL鎖 の 結 合 が 生 じ な い こ と が 示 さ れ た2,。
し た が っ て 、Nd-s及 びNd-sD変 異 カ イ コ で は フ ィ プ ロ イ ンL鎖 遺 伝
子 に 変 異 が あ り、 こ の 変 異L鎖 タ ン パ ク 質 がH鎖 と 結 合 す る こ と が
で き な い た め に フ ィ プ ロ イ ン の 分 泌 量 が 低 下 す る と い う こ と が 考 え
ら れ た。 こ れ ら 変 異L鎖 のcDNAク ロ ー ン の 塩 基 配 列 を 正 常L鎖 遺 伝
子 の 塩 基 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り、 正 常 のL鎖 遺 伝 子 の 第3エ キ
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Fig.1.FibroinL-chaincDNA1-179
瀞瀞o鼠職 器蜘1騨
thethreecDNAs(一),acommon
basebet騨een闘d。sand距_sDcDN船
(★},initiatiOnandter凋ination
colons(boxed),thecanonical
(doubleunderline)andminor
(underline)polyadenylation
signalsareindicated.
ソ ン に 相 当 す る 部 分 ま
で は 共 通 で あ り 、Nd-s
お よ びNd-sDL鎖 で は
そ れ 以 降 の 配 列 が 全 く
異 な っ て い る こ と が 示
唆 さ れ た 。Fig.1は 正
常 及 び 、Nd-s、Nd-sD
変 異1,鎖 のcDNA塩 基 配
列 を 比 較 し た も の で あ
る5)1a}。
本 研 究 で は 、 ま ず 正
常 品 種J-139のL鎖 遺
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伝 子 の 構 造 を も と に、 遺 伝 子 、mRNA、 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル で 、 正 常
に フ ィ プ ロ イ ン を 生 産 す る カ イ コ のL鎖 構 造 の 普 遍 性 を 解 析 し、 そ
の 上 で、 変 異L鎖 遺 伝 子 の 構 造 を 解 析 、 比 較 す る こ と に よ り、 そ の
変 異 の 機 構 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た。
第2章 正 常L鎖 遺 伝 子 の 構 造 解 析
本 研 究 で は、 正 常 品 種J-139のL鎖 遺 伝 子 の 構 造 を も と に、L鎖
の 遺 伝 子、mRNA、 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル で 、 フ ィ プ ロ イ ン を 正 常 に 生
産 す る カ イ コ の 品 種 間 で のL鎖 の 普 遍 性 を 解 析 し た。
エ キ ソ ン を 中 心 と し た 塩 基 配 列 は、 既 に 菊 池 に よ り 決 定 さ れ て お
り1㈲ 、残 り の 第1、 第2、 第6イ ン トロ ン に っ い て は 博 士 課 程 前 期
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Fig.2.Thegenomicnucleotide
sequenceoffibroinL-chaingene
ofBombyxmorianddeducedamino
acidsequence(awholesequenceis
depositedwithGenBank:accession
No.M76430).Putativepromoter
sequencesinthe5'一flanking
region,theAATAAAsequencein
the3'一noncodingregionandthe
polyadenylationsite(T)are
indicatedbydoublewavy
underlines.Thestopcolonnest
totheC-terminalcodonis
indicatedbythreeasterisks.
Singleunderlines,double
underlines,wavyunderlines
indicatesequnencesaroundthe
5'一,3'一splicesitesandputative
branchsitesforsplicing,
respectively.
で 決 定 し た 。 こ れ ら の
結 果 を 合 わ せ てL鎖 遺
伝 子 の 全 構 造 が 明 ら か
と な っ た 。 フ ィ プ ロ イ
ンL鎖 遺 伝 子 は
13,472bpで 、 第1イ ン
ト ロ ン は8,145bpで 全
体 の 約60%を 占 め て い
たoFig.2に エ キ ソ ン
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部 分 を 中 心 と し たL鎖 遺 伝 子 の.塩基 配 列 を 示 し た。 各 工 牛 ソ ン の ス
プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル は5'側 、3'側 、 プ ラ ン チ サ イ トの い ず れ も コ
ン セ ン サ ス 配 列 に 相 当 す る も の で あ っ た。 本 研 究 で はL鎖 遺 伝 子 の
7個 の エ キ ソ ン を 含 む 配 列 を そ れ ぞ れ プ ロ ー プ と し て、 他 の8種 の
カ イ コ の ゲ ノ ムDNAに 対 し て サ ザ ン 解 析 を 行 な っ た。 そ の 結 果 が
Fig.3で あ る。 第1イ ン ト 仁 ン 及 び3'下 流 域 に 由 来 す る 制 限 酵 素 断
片 の 鎖 長 の 多 様 性(RFLP.〉 は 認 め ら れ る が、 各 エ キ ソ ン に 相 当
す る 配 列 は 他 の カ イ コ ゲ ノ ム 中 に も 存 在 す る こ ど が 示 さ れ た。
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Fig.3.Restrictionfragment
lengthpoll'morphism(RFLP)of
fibroinL-chaingenefrom
differentbreedsofB.mori .
GenomicDNAswerepreparedfrom
followingbreeds:J-139(lane1) ,J-112(lane2) ,J-130(lane3),C一
_110(lane4),C-131(lane5),
Sekko(lane6) ,
Tamanashikasuri(lane7),Blanc
desCevennes(lane8),Turkish
yellowcocoon(lane9).ThoseDNA
weredigestedwithEcoR工(A) ,
EσOR工+Hindl工1(B-D)or
EcoRI+ECORV(E-G).Eachpanelwere
probedwithexonlto7fragment
ofJ-139fibroinL-chaingene,
respectively.
さ ら に、J-139L鎖cDMイ ン サ ー トを プ ロ ー ブ と し て 同 様 に 他 の
カ イ コ の 後 部 絹 糸 腺 か ら 抽 出 し た 全RNAに 対 し て ノ ー ザ ン 解 析 を 行
な っ た 結 果 が、Fig.4Aであ り、 同 様 にL鎖 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用
い て ウ ェ ス タ ン 解 析 を 行 な っ た 結 果 が、Fig.4Bであ る。 転 写 さ れ た
mRNAのサ イ ズ、 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の サ イ ズ は い ず れ も 同 様 で あ
り、 こ れ ら の 結 果 か らL鎖 を コ ー ドす る 遺 伝 子 配 列 及 び ス プ ラ イ シ
ン グ シ グ ナ ル は、 正 常 に フ ィ プ ロ イ ン を 分 泌 す る カ イ コ の 品 種 間 で
よ く保 存 さ れ て い る こ と が 示 さ れ、 本 研 究 で 明 ら か と な っ たL鎖 遺
伝 子 の エ キ ソ ン 配 列 は 普 遍 的 で あ る も の と 考 え ら れ た。
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Fig.4.ConservationofmRNAandpolypeptidesizesoffibroinL-
chainamongdifferentbreedsofB.moriasrevealedbyNorthern-
blothybridization(panelA)andWesternblotanalysis(panelB).
lanes1-9representninedifferentbreedsasshowninFig.3.In
panelA,totalRNA(lugperlane)waspreparedfromtheposterior
silkglandatthe4thdayofthe5thinstar.Thefilterwas
probedwithinsertofpFL18.inpanelB,fibroinwasprepared
fromasinA,andimmunodetectionwasperformedwithanti-Fib-
Lserum.
第3章 Nd-sD変 異L鎖 遺 伝 子 の 構 造 解 析
本 研 究 で は、 当 研 究 室 で 得 ら れ たNd-sD変 異L鎖 .遺伝 子 の コ ス ミ
ド ク ロ ー ンpSDO2を も と に、 そ の 塩 基 配 列 を 解 析 し、 変 異 の 機 構 を
探 る こ と を 目 的 と し た。Fig.5はpSDO2の 制 限 酵 素 地 図、 な ら び に
各 エ キ ソ ン の 大 ま か な 位 置 を 示 し た も の で あ る。 変 異L鎖 に 特 有 の
C末 側 配 列 を コ ー ドす る 領 域 は、 正 常L鎖 遺 伝 子 と 共 通 す る 第3エ
キ ソ ン の 下 流 に 存 在 し て お り、 こ の 第3エ キ ソ ン の 途 中 か ら 下 流 域
の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果 をFig.6に 示 す。 変 異L鎖 に 特 有 の 領 域
は2っ の エ キ ソ ン か ら な り、 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル は 保 存 さ れ て
い た。 第3イ ン ト ロ ン の 途 中 の 正 常 型 か ら 変 異 型 へ の 配 列 の 変 化 部
位 に は、16塩 基 の 繰 り 返 し配 列 がTを 一 個 は さ ん だ 形 で 存 在 し た。
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Fig.5.GenomicSouthernblotting
indicatinglocationofthe
sequenceencodingthemutant一
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4)oracosmidclone,pSDO2
(ユanes5to8),wasdigestedwith
EcoR工(1anes1,5),EσoRI+11ind工II
(1anes2,6),召coRI+Bgヱ1工(1anes
3,7),orEcoRI+Xbal(lenes4,8).
Thefilterwasprobedwiththe
exonI工1(A)orthepSDHp2
fragment(B).Arelevant
restrictionmapofpSDO2and
interpretationoftheresultsin
AandBareillustratedinC.
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AGATCTTGAAGGACATGGCCAGCCACGGCGATTATGCAIGTCIAGCATCAGCCCTCCCCCAAACCCCCCGAATTATCGCCCATCTATCTGCCGGTATCCt
60T¢凸6AA督 丁AGA冊CCOCTOTτAOAMCAAτムムムムO 6τムC6τCτAムAτAττT 1τム06C¢ム轟AOτムム6AムOMOεA6
TGτCACTτττ6C6轟6AOT77AO直AAG直AA晶τCOGτ CC67ムG颪7τGOム6G6MτC信60ACCム7τTCTムAム7CCGACACOムAτ了ττCム且τ60τ轟AOGO7ム
川AATTACCAAτ川 川GAGG官A蝋C60τC。α鰯GGτ丁轟A灯買7A灯AτAC。6τ信一 軸 轟Cτ岨
TACTACTGATGATATCGACGGCTCGAACCCTTTACITGAGAGCCATTTAAAGCTTAAAATCTGGTAAGAIiATCAiAACAAA/IAACITCTTTACCTATTFIg.G.NucleotideSequenceof
TGAATGCATTAATTGAAGATCAATTAAAAACATACAATTCTTGACCCTAATACCACATAAIAATCACCTTTAATTACACAGATIAATGTCCCGTATTGAGtheNd
-sgenomicregion
CGAAATACCGCTTAAAACGCTTTTACCCCTACGCAGCGGCTTCGCtCTCCCCCTCCCATTGCTCAAGTCCATGGGCCACGGTAICCACTCACCATCACCT_.
信GGccGτAτGcTτ直τo 6cc軍Ac舶066cムムτAMAAムA占AτoA訂cAムTMAA轟ATM盈MτムAA且τAccτ了 cAocTc胃6τ7ム胃ム7Tム丁ττAoτA轟containinge菰onsencodingthe
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e冨o臨H,{asterisks},consensusG?andAG
atsplicejunctions(double
underline),pyrimidinetracts
6τcToocT姑MαcαAoム直αoGoτG凱c駐oAT鴛G6cTムムτ了τT¢6τcTτム晶買轟 1質A6ムムム6τocムGムoムA66τ1TMムム 0rAGムτA晶τ訂6A{underline)己adaputativebranch
AAA7GoτoGGAττムムA了A6Aムムτム6cムA!Tτ〒6!!TTτcムτ直丁7τnAc轟1AττTTAAuT直τ訂cATム777TAAcムτA舳60GT!舳AA轟cA76轟oムsite(Navyline騨ithadodonthe
o塞o聾ワ'3gnearthe3,splicesite ,the
16-bpdirectrepeat(doublewavy
lines)neartheswitchpoint
(filledtriangle)fromthenormal
tothemutant-typesequencein
TAcτA6ムooτccc6cAo7AGτcoAAムτc6AcTAτ4A讐A轟τ766直ATTτ丁AAoτττ6TムcAoτA買AτGムfToτAτ買訂Aoム轟c A解Aムc舳ムτ了thethirdintronareindicated.
τCOCCM6ACTAOAOτAτAAAA6ATATτAAO晶AOACAMCムム τTTτAτCTCA τTτ6AC真轟CAOACOτ 乱AG轟ACムAA胡丁ττO盈CAAτAAA7AOT直
丁窃O義TOCGτOTOτOC61CAムATAOAτ醒O↑ムτGτA6 Cτ6 OτAムIOT1Tττ△TTτ鑑TTOム丁ττムτOTATCττ丁!A16Cムτ7直τττAAA倉AτA7τ轟GCA
TCTC
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Fig.7は 正 常L鎖 遺 伝 子 の 第lv～ 第 靱 エ キ ソ ン の 配 列 を そ れ ぞ れ
プ ロ ー ブ と し て、Nd-sお よ びNd-sDの ゲ ノ ムDNAに 対 し て サ ザ ン
解 析 を 行 な っ た 結 果 を 示 し た も の で あ る。 両 変 異 カ イ コ の ゲ ノ ム 申
に は こ れ ら の 配 列 は 検 出 さ れ ず、 大 き な 欠 失 が 生 じ で い る こ と が 示
唆 さ れ た。Fig.8は 変 異 領 域 の2っ の エ キ ソ ン(lv',v')をプ ロ ー ブ
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Fig.7.GenomicSouthernblottingindicatingdeletionofthe
翼驚選la醤難騨幡ぎ翠憲・誉弩ξ糞黙暫犠嬰霊:塁ll
enzymesasindicatedandprobedwiththeexon工V(A),V(B),V工
(C)orVI工(D)sequence.
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Fig.8.GenomicSouthernblot
hybridizationrevealingexistence
oftheexonsIV'andV'sequences
inthefardownstreamofthe
fibroinL-chaingeneinthe
genomeofJ-139.A:J-139genomic
DNA(laneslto4)oracosmid
clone,pKYFL139-1(lanes5to8)
wasdigestedwithEcoRI(lanes
1,5),Hindl工1(ユanes2,6),Ba皿HI
(lanes3,7)orEcoRI+Hindili
(lanes4,8),andprobedwiththe
exonエV雷fragment.BεJ-139
genomicDNAorpKYFL139-1asinA
wasdigestedwithEcoRI(lanes
1,4)ダBa皿}II(ユanes2,5)or
εσoRI+π血1dl工1(lanes3,6),and
probedwiththeexonV'fragment.
C:exonsandrelevantrestriction
sitesinandaroundtheJ-139L-
chaingene,andinterpretationof
theresultsinAandHare
illustrated.
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と し て、J-139ゲ ノ ムDNAに 対 し て サ ザ ン 解 析 を 行 な っ た 結 果 を
示 し た も の で あ る。2つ の エ キ ソ ン に 相 当 す る 配 列 はJ-139の ゲ ノ
ム 中 に も 存 在 す る こ と、 ま た、 コ ス ミ ド ク ロ ー ン に 対 す る サ ザ ン解
析 の 結 果 か ら、 正 常L鎖 遺 伝 子 の 下 流 に ご れ ら2っ の エ キ ソ ン に 相
当 す る 配 列 が 存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ た。 す な わ ち、 変 異L鎖
遺 伝 子 は16塩 基 の リ ピー ト部 位 で 組 換 え が 起 こ り、 そ れ に と も な っ
てL鎖 遺 伝 子 の エ キ ソ ンIV～Wを 含 む 領 域 が 欠 失 し、L鎖 遺 伝 子 下
流 に 存 在 し た 別 の エ キ ソ ン 配 列 が 取 り込 ま れ て 形 成 さ れ た キ メ ラ 遺
伝 子 で あ る こ と が 示 さ れ た。
第4章 正 常L鎖 遺 伝 子 下 流 域 の 構 造 解 析
本 研 究 で は、 前 章 で 述 べ 『た よ う に 正 常 カ イ コJ-139のL鎖 遺 伝 子
の 下 流 にNd-sDL鎖 遺 伝 子 に 取 り 込 ま れ た 領 域 と 相 同 な 領 域 が 存 在
す る こ と が 示 さ れ た こ と を う け て、 こ の 領 域 の 塩 基 配 列 を 決 定 、 解
析 し、 キ メ ラ 遺 伝 子 形 成 の 機 構 を 塩 基 配 列 レ ベ ル で 探 る こ と を 目 的
と し た。Fig.9に 決 定 し た 塩 基 配 列 を 示 す。 相 同 領 域 中 の2っ の エ
キ ソ ンGV',V7)はNd-sDの 配 列 と 比 べ、 多 少 の 塩 基 置 換 や 挿 入 は あ
る も の の、 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け 得 る 形 で 存 在 し て い た。Fig.10は
Nd-sDL鎖 遺 伝 子 の エ キ ソ ン(IV',V'〉の 配 列 と、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で
相 同 性 を 比 較 し た も の で あ る。J-139で は、 こ の 領 域 が 転 写 翻 訳 さ
れ た 場 合 に は 塩 基 の 挿 入 に よ り 終 止 コ ド ン が 生 じ、11ア ミ ノ 酸 残 基
短 く な る こ と が 示 さ れ た。 さ ら に、Fig。11は こ れ ら の2っ の エ キ ソ
ン(IV',V'〉配 列 を プ ロ ー ブ と し て、 数 種 の 正 常 カ イ コ ゲ ノ ムDNA
に 対 し て サ ザ ン 解 析 を 行 な っ た も の で あ る。 こ の2っ の エ キ ソ ン に
相 当 す る 配 列 は、J-139以 外 の 正 常 カ イ コ ゲ ノ ム 中 に も 存 在 す る こ
と が 示 さ れ た。 ま た、Fig.12は、 こ れ ら の カ イ コ の 後 部 絹 糸 腺 か ら
抽 出 し た 全RNAに 対 し て ノ ー ザ ン解 析 を 行 な っ た も の で あ る。Nd-s、
Nd-sD変 異 種 で は エ キ ソ ンIV',V'は発 現 し て い る が、 正 常 カ イ コ で
は ゲ ノ ム 中 に は こ れ ら の 配 列 が 存 在 す ゐ も の の、 少 な く と も 後 部 絹
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糸 腺 で は 発 現 は 認 め ら れ な か っ た。
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組 換 え に 関 わ っ た と 考 え ら れ る16塩 基 の 配 列 に っ い て は、 エ キ ソ
ンIV'の 上 流 側 は、Fig.9中 で ▲ で 示 し た 位 置 ま でNd-sDL鎖 遺 伝
子 と 相 同 配 列 が 続 き、'こ の 部 位 がNd-sDL鎖 遺 伝 子 の 第3イ ン ト ロ
ン 中 の16塩 基 リ ピ ー トに 続 く配 列 部 位 に 相 当 す る こ と か ら、 こ の 位
置 に16塩 基 の リ ピ ー トが 存 在 す る こ と が 予 想 さ れ た が 、 実 際 に は こ
の 配 列 は 存 在 せ ず 、 さ ら に 上 流2kb程 度 塩 基 配 列 を 決 定 し た が、
決 定 し た 範 囲 内 に は1β塩 基 の 配 列 は 存 在 し な か っ た。Fig.13は、16
塩 基 の 配 列 の カ イ コ ゲ ノ ム 中 の 存 在 を 検 索 し た も の で、16塩 基 の 配
列 を2っ タ ン デ ム に っ な い だ32塩 基 の 配 列 を プ ロ ー ブ と し て カ イ コ
ゲ ノ ム 及 び 正 常 、 変 異L鎖 遺 伝 子 ク ロ ー ン に 対 し て サ ザ ン解 析 を 行
な っ た 結 果 を 示 す も の で あ る。Aは ハ イ ブ リ ッ ド形 成 の 条 件 を 検 討.
し た も の で、53"Cで 洗 浄 し た 場 合 は16塩 基 の 配 列 を 検 出 で き る が 、
そ れ 以 上 で は 検 出 さ れ な く な る こ と が わ か っ た。Bは530C洗 浄 の 条
?
?
?
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B.moriandB.mandarina,probedwiththe32mersequence.A:the
16merandtwounrelatedcontrol20merfragmentswerespotted,
probedwiththeend-labeled32mersequence,andwashedatthe
temperatureindicated.B:washedat53ｰC,C:washedat68ｰC.
Laneslto12representbreedsorspeciesasinFig.11.
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件 で あ る が、 こ の 場 合 は、 ゲ ノ ム 中 に 比 較 的 多 数 の16塩 基 の 配 列 の
関 連 配 列 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ た。 し か し、J-139L鎖 遺 伝 子 ク
ロ ー ン で の 解 析 か らL鎖 遺 伝 子 の 下 流19kbに は こ の 配 列 が 存 在 し な
い こ と が 示 さ れ た。 ま た、68'C洗 浄 の 条 件 のCで は、 正 常 カ イ コ ゲ
ノ ム 中 に 複 数 存 在 し た16塩 基 の 配 列 の う ち、 タ ン デ ム に32塩 基 と な
っ た 形 の も の は 検 出 さ れ な か っ た。
第5章Nd-sD変 異L鎖 の タ ン パ ク 質 と し て の 発 現 の 解 析
本 研 究 で は、Nd-s9変 異L鎖 の タ ン パ ク 質 と し て の 発 現 を 調 べ る
た め、 大 腸 菌 を 利 用 し てNd-sD変.異L鎖 に 特 有 の 領 域 を 発 現 さ せ、
こ れ を 抗 原 と し て ポ リ ク ロ 「 ナ.ル抗 体 を 作 製 し、 変 異L鎖 の タ ン パ
ク 質 と し て の 発 現 を 検 出 し'た。
Fig.14はJ一ユ39、Ndrs、Nd-sDの後 部 絹 糸 腺 タ ン パ ク 質 に 対 し て、
M-sD変 異L鎖 に 特 有 の 領 域 に 対 す る 抗 体(抗NdSD抗 体)及 び 正 常
L鎖 全 体 に 対 す る 抗 体 を 用 い て、 ウ ェ ス タ ン 解 析 を 行 な っ た も の で
あ る。 前 者 の 抗 体 は 抗 原 に 対 し て 特 異 的 に 反 応 し、 ま た、J二139由
来 の タ ン パ ク 質 に は 反 応 し な い こ と が 示 さ れ 、Nd-s、Nd-sDの 後 部
絹 糸 腺 で は 変 異L鎖 は 約27kDaの タ ン パ ク 質 と し.て発 現 し て い る こ
と が 示 さ れ た。Fig.15は、1次 元 目 を 非 還 元 条 件 下 で、2次 元 目 を
2一メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル に よ る 還 元 後 に 電 気 泳 動 し て 、 同 様 に ウ ェ
,や 蔓ン「.
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proteinfromNd-sDandNd-s
strains.Sampleswereprepared
膿s」謂,,(撰昼1搬。聾1ヲ亨
andantigentoanti-NdSDantibody
(lanes4,8,9).Sampleswere
incubatedwith2-mercaptoethanol
andsubjectedto12.5$SDS-PAGE.
immunodetectionwasperformed
withanti-L-chainantibody(lanes
lto4)oranti-NdSDantibody
(lanes5to8),Coomassiestained
sample(lane9).
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ス タ ン 解 析 を 行 な っ た 結 果
を 示 し た も の で あ る。J-139
で はL鎖 はH鎖 と ジ ス ル フ
ィ ド結 合 し て い る が 、 変 異
L鎖 はH鎖 と は 結 合 し て い
な い こ と が 示 さ れ た。
lilら、蓋'、翻ll盆tl瀦。。亀,濫
two-dimensionalgel
electrophoresisofthePSGtissue
繍1)ごf翻総)'癬(Bl、lll
subjectedto4$SDS-PAGE,and
thenlaneswerecut,out,reduced
with2-mercaptoethanol,and
subjectedto12.5$SDS-PAGE.
Immunodetectionwasperformed
withanti-L-chainantibody(A)or
anti-NdSDantibody(B,C).
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第6章 総 合 考 察
フ ィ プ ロ イ ンL鎖 の エ キ ソ ン 構 造 お よ び ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル
は、 正 常 に フ ィ プ ロ イ ン を 生 産 す る 他 の カ イ コ 品 種 に お い て も ク ワ
,(B.m、ndarina)1・お い て も1呆存 さ れ て お り・ こ の こ と か ら もL鎖
が フ ィ プ ロ イ ン の 分 泌 に 重 要 な 働 き を 担 っ て い る こ と が 支 持 さ れ る。
本 研 究 に よ り、Nd-sD変 異 は、 キ メ ラL鎖 遺 伝 子 を 形 成 し て い る
こ と が 明 ら か と な 。 た。Nd一 ・お よ びNd-sDの ・DNAの配 列 間 に は1塩
基 の 違 い しか な く、 各 エ キ ソ ン を プ ロ ー ブ と し た サ ザ ン解 析 、16塩
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基 の 配 列 の 存 在 様 式 か ら 考 え て も・Nd-s変 異 とNd-sD変 異 は 全 く 同
じ機 構 に よ る 変 異 で あ る と 考 え ら れ た。 キ メ ラL鎖 遺 伝 子 は16塩 基
の 配 列 内 で の 組 換 え に よ り 生 じ た こ と が 示 唆 さ れ たFig.13の結 果 か
ら、 こ の16塩 基 の 配 列 は ゲ ノ ム 中 に 複 数 存 在 す る が 、 特 に 組 換 え の
ホ ッ ト ス ポ ッ ト と して 働 い て い る も の で は な く、Nd-sD変 異L鎖 遺
伝 子 は 偶 然 の 機 会 を 利 用 し て こ の 配 列 間 で 組 換 え を 生 じ た も の と 考
え ら れ た。 し か し、 こ の 組 換 え に よ っ て エ キ ソ ン シ ャ ッ フ リ ン グ が
起 こ り、 新 た に エ キ ソ ンIV',V'が遺 伝 子 の 一 部 と し て 発 現 す る よ う
に な っ た 事 実.は、 遺 伝 子 の 分 子 進 化 と い う 観 点 か ら 興 味 深 く 思 わ れ
る。Fig.16に本 研 究 の 結 果 か ら 考 え ら れ る、Nd-sD変 異L鎖 遺 伝 子
形 成 の モ デ ル を 示 し た。
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Nd-sD変 異L鎖 に 取 り 込 ま れ た 領 域 の 本 来 の 機 能 は 本 研 究 で は 明
ら か に で き な か っ た。 こ の 配 列 は デ ー タ ベ ー ス 上 で 塩 基 配 列 、 ア ミ
ノ 酸 配 列 共 に 有 意 に 相 同 性 の あ る も の は 見 い だ さ れ な か っ た。 正 常
L鎖 遺 伝 子 下 流 に も こ の 配 列 が 存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ た が、
こ の 配 列 と 正 常L鎖 遺 伝 子 の 間 の 領 域 に は 塩 基 配 列 を 決 定 し た 範 囲
で はBm1反 復 配 列 が 挿 入 さ れ て お り、 ま た 、 変 異 カ イ コ で は こ の 元
の 遺 伝 子 はL鎖 と キ メ ラ 遺 伝 子 を 形 成 し て 本 来 の 機 能 を 失 っ て い る
こ と と な る が 生 育 等 に は 異 常 を 来 し て お ら ず、 恐 ら く 既 に 偽 遺 伝 子
化 し て い た も の で は な い か と 考 え ら れ た。
Nd-sおよ びNd-s£1変異L鎖 はH鎖 と は 結 合 し な い こ と が、 変 異 領
域 に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 結 果 か ら 示 さ れ た。Fig.14の ウ ェ ス タ ン
解 析 で 見 ら れ たL鎖 よ り 高 分 子 側 の シ グ ナ ル は、 非 還 元 条 件 下 の 電
気 泳 動 で は 見 い だ さ れ ず 、 非 還 元 条 件 下 で27kdの タ ン パ ク 質 と して
泳 動 し た も の を2一メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル 処 理 した の ち に 形 成 さ れ る
も の と 考 え ら れ る が、 そ の 機 構 は 不 明 で あ る。
本 研 究 に よ り、Nd-sD変 異 の 実 体 が 遺 伝 子 レ ベ ル で 明 ら か に な り、
フ ィ プ ロ イ ン の 効 率 的 分 泌 にH-Lサ ブ ユ ニ ッ ト結 合 が 必 要 で あ る
と い う 従 来 の 提 唱 が 、L鎖 の 構 造 機 能 相 関 と い う 面 か ら、 分 子 レ ベ
ル で 支 持 さ れ た こ と は 意 義 深 い と 思 わ れ る。
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論 文 審 査 の 要 旨
カイ コ(Bo励y∬2πoプの の生産す る絹 糸 タンパ ク質 の主成分であ るフィプ ロイ ンはH鎖(分 子
量約35万),L鎖(分 子量約2.5万)の2つ のサ ブユ ニ ッ トが ジスルフ ィ ド結合 した構造 を有す る。
このサ ブユニ ット結 合がフ ィプ ロイ ンの後部絹糸腺 細胞 か らの効率 的 分泌 に不 可欠 で あ る こと
が,分 泌能を欠 く遺伝的変異Nd-s(ま た は同一遺伝子の変異 と考え られるNd-sD)をもつ カイ
コの研究か ら推 定 されてきた。 さらに,こ れ までの遺伝学的解析 によ りNd-s変異の染色体 上の
座位はフ ィプ ロイ ン1L鎖遺伝子の座位 ときわめて近接 している ことが示 されてお り,Nd-s変異
はL鎖 遺伝子 の変異 であると推定 されて きた。
本研究 では,先 ず正常に フィプ ロイ ンを生産,分 泌す る 」一139品種 を材料 と して著者 らが先
に決定 した:し鎖遺伝子の構造が品種間で普遍 的なものであるか ど うかを9種 類 の正常 品種 につ い
て検討 した。 」一139L鎖遺伝子の第1～Wエ キ ソンの各配列 をプ ローブと した ゲノ ミックサザ
ン解析 の結果,第1イ ン トロンや3'下 流隣接配列 由来 の制限酵素部位 の変動 はあるものの,全
てのエキソン配列が各品種の ゲノム中に保存 されてい る ことが分か った。 また,ノ ーザ ン解析に
よりほぼ同一鎖長の:L鎖mRNAが 各品種で転写 され ている こと,抗L鎖 抗体を用 いた解 析か ら
ほぼ同一分子量のL鎖 ポ リペプチ ドが各品種で翻訳生成 されてい ることが明らかにな った。
次に,Nd-sDL鎖遺伝 子の構造を コス ミ ドクロー ンの塩基配 列決 定 に よ り解析 した。 その結
果,第3イ ン トロンの途 中までは 」一139のL鎖遺伝子 と同一 であるが,そ れ以 降は 全 く異 な っ
た配列 とな ってい ることが分 かった。Nd-sD:L鎖cDNA配列か ら推定 され るア ミノ酸配列 も第 皿
エキソン由来 の配列 まではJ-139の配列 と同一 であ るが ,そ れ 以降 のC末 側 の配列 が全 く異
な っていた。そ して,遺 伝子配列か ら,こ のNd-sD:L鎖のC末 側の配列 は正常 な:L鎖遺 伝子 の
3'下 流約10kbに存在す る新 しいエキ ソンW',V'に 由来す る ことが 明らかにな った。一方,
Nd-sDゲノム中には 」一139L鎖遺伝子 のエ キソンW～Wに 相 当す る配列 が欠失 してい る こ と,
第3イ ン トロン中の配列の変化点に16塩基 の繰 り返 し配列が存在す ることが分か り,Nd-sD変異
ではこの繰 り返 し配列 に よる組換 え カミ生 じ,キ メラ遺 伝子 が形 成 され た もの と考 え られた 。
Nd-sDL鎖のC末 側の領域を大腸 菌で発現 させ,抗 体を作 って調べた結果,Nd-sD,Nd-sの後
部絹部糸腺で このキ メラ:L鎖は タンパ ク質 として発現 してい るが,H鎖 とジスル フ ィ ド結合を し
ていないことが示 された。
以上 の ように,本 研究で著者 はNd-sD変異が確かに フィプロイ ンL鎖 遺伝子 の変異で,そ の結
果,キ メラタンパ ク質が生成 してH鎖 とジスル フ ィ ド結合が出来ない ことを明らかに し,フ ィプ
ロイン分泌におけ る:L鎖の機能 を明確 なものと した。 よって,審 査 員一 同,著 者 は博士(農 学)
の学位を授与 され るに充 分の資格 を有す ると判定 した。
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